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1 UVOD 
Uporabo protiteles za zdravljenje bolezni si je pred skoraj 100 leti zamislil Paul Ehrlich 
(Nicolaides in sod., 2006), ta koncept sta kasneje omogočila Köhler in Milstein z odkritjem 
tehnologije hibridomov (Köhler in Milstein, 1975). Čeprav je bilo odkritje monoklonskih 
protiteles (mAb), ki se vežejo na specifičen antigen (Ag), prelomno, je tehnologija 
potrebovala četrt stoletja, da je bila sprejeta kot temelj za proizvodnjo sodobnih bioloških 
zdravil. Kljub dolgotrajnemu postopku, ki pripelje do zdravila, je zdaj ocenjeno, da je na trgu 
okoli 500 mAb v vlogi zdravil. Že zelo zgodaj je bilo dokazano, da lahko protitelesa prinesejo 
klinično korist- zaradi uničenja specifičnih antigenov, razvoj tehnologij pa je pripeljal tudi do 
tovrstnih zdravil, brez dodatnih stranskih učinkov. Ker so bili razvojni in proizvodni procesi 
zelo zamudni, so se in se še vedno pojavljajo nove metode, s katerimi se krajša čas, poveča 
specifika in afiniteta, olajša postopek izolacije in podobno.  
2 PROTITELESA        
2.1  STRUKTURA IN FUNKCIJA PROTITELES   
Protitelesa so proteini, ki predstavljajo osnovno obrambno sredstvo humoralnega imunskega 
odziva proti antigenom. Antigen je definiran kot substanca, ki sproži imunski odziv. Beseda 
antigen je krajšava za antibody-generating, kar pomeni protitelesa producirajoče, to pa izhaja 
iz dejstva, da tujek sproži imunski odziv, tako da inducira produkcijo protiteles v celicah B. 
Večina antigenov so beljakovine ali veliki polisaharidi na površini virusov, bakterij ali tujih 
celic. Tudi krvne celice ali tkivne celice drugih posameznikov delujejo kot antigen. 
Pravzaprav naš imunski sistem lahko prepozna milijone, morda milijarde različnih antigenov. 
Ko se protitelo veže na antigen, ga imunski sistem s pomočjo celic T uniči. Del antigena, ki 
ga protitelo prepozna, se imenuje epitop, ki se nahaja na površini antigena. Posamezen 
antigen ima lahko veliko različnih epitopov, kar pomeni, da lahko proti eni molekuli antigena 
nastane in se nanjo veže veliko različnih protiteles. Vendar pa je vsako protitelo specifično za 
določen epitop, kar določa specifičnost interakcije antigen-protitelo. Ta sposobnost 
protitelesa, da se veže le na en epitop z visoko stopnjo afinitete in specifičnosti, je privedla do 
uporabe protiteles v različnih medicinskih aplikacijah predvsem za terapevtske in 
diagnostične reagente. 
 
Protitelesa so glikoproteini (proteini, ki vsebujejo sladkorje), ki spadajo v imunoglobulinsko 
super družino (Ig). Njihova skupna lastnost je njihova podobna struktura in sodelovanje v 
imunskem odzivu. Pri sesalcih je pet razredov imunoglobulinov: IgA, IgD, IgE, IgE in IgM. 
IgG in IgA sta še nadalje razdeljena v podrazrede, zaradi polimorfizmov v ohranjenih regijah 
težke verige. Vsi ti različni izotipi imajo različne vloge in pomagajo pri usmerjanju 
ustreznega imunskega odziva, za vsakega od različnih tujkov s katerim reagirajo. Ne glede na 
razred protiteles ti vsebujejo skupno strukturno domeno in so sestavljeni iz ene ali več 
ponovitev dveh identičnih kopij tako lahke (~25 kDa) in težke verige (~55 kDa). Lahko in 
težko verigo skupaj povezujejo disulfidne (S-S) in nekovalentne vezi, zaradi česar ima 
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molekula tri-dimenzionalno obliko, ki spominja na obliko črke Y. Molska masa je približno 
150 kDa (Garcia Merino, 2011). 
 
Slika 1: Osnovno zgradba protitelesa IgG. Glavni sestavni deli so: težka (H) in lahka veriga (L), ki vsebujeta 
konstantno (C) in spremenljivo območje (V) (prirejeno po Mcdonell, 2015). 
Na  sliki 1 je prikazana osnovna struktura protiteles IgG in zraven tudi osnovni deli protiteles: 
težka (H) in lahka veriga (L), ki vsebujeta konstantno (constant light chain, CL) in 
spremenljivo regijo (variable light chain, VL). Znotraj posameznih verig se na dvanajstih 
regijah nahajajo aminokisline s cisteinskimi ostanki, ki lahko tvorijo S-S vezi in tako tvorijo 
zanke (loops), znotraj katerih se “ujame” približno 110 aminokislin. Tudi težka veriga je 
razdeljena na spremenljivo in konstantno regijo, vendar ima težka veriga eno spremenljivo 
regijo (VH) in vsaj tri konstantne (CH). Spremenljiva območja obeh verig se vežejo in tvorijo 
mesto za vezavo antigena (ABS). Znotraj ABS so tri hipervariabilne regije, dolge od 5 do 10 
aminokislin, tako v lahki kot težki verigi, jih imenujemo CDR (complementarity determining 
regions). CDR predstavljajo dele variabilne regije, ki direktno pridejo v kontakt z Ag. Ostali 
deli variabilne regije (vmesni) pa se imenujejo FR (framework regions). Protitelo lahko tudi 
razdelimo na podenoti Fab in Fc. Regija Fab vsebuje domene, ki vežejo antigen, Fc pa ima 
druge pomembne biološke vloge npr. vezanje komplementa, vezanje na celice, aktivacija 
fagocitoze in druge. Težki verigi sta povezani med seboj z S-S vezjo v območju (na prehodu 
iz  podenote Fab v Fc), ki je bogato s prolinom, treoninom in serinom (hinge regija) in 
omogoča rotacijsko gibanje domen (Chiu in sod., 2019). 
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2.2  GENI PROTITELES    
Na genetski ravni je potrebnih več mehanizmov za ustvarjanje tako raznolikih zaporedij, ki so 
potrebna za ustvarjanje velikega števila potencialnih protiteles. V času zorenja imunskega 
repertoarja se zgodijo razni genski koraki, vključno s kombinacijo različnih genov za težke in 
lahke verige, genska rekombinacija v hipervariabilnih regijah in površno združevanje med 
rekombinacijo (Tonegawa, 1983). Po vezavi antigena na  celico B in ob prisotnosti ustreznih 
signalov, se celica B deli in postane zrela, producirajoča celica B, ki izloča protitelesa, 
kasneje pa nastanejo tudi kloni spominskih celic B. Spominske celice B ostanejo v 
dormantnem stanju, dokler niso aktivirane s specifičnim antigenom. To pomeni, da ko je 
organizem drugič izpostavljen antigenu pride do izdelovanj protiteles hitreje, zato je imunska 
obramba učinkovitejša, kar je tudi osnova za cepljenje.  
 
Osnova za variabilnost v vezišču Ab je, da variabilno gensko regijo kodira več genskih 
segmentov in ne samo en. Variabilno težko regijo kodirajo 3 genski segmenti, variabilno 
lahko pa dva genska segmenta. Skupine genov V, D, J, C kodirajo težko verigo, v vsaki 
skupini je več različic, ki se medsebojno kombinirajo. Podobne skupine genov V, J, C 
kodirajo lahko verigo, tudi tukaj ima vsaka skupina več različic, ki se medsebojno 
kombinirajo (Berek in Milstein, 1987). V zarodni liniji so geni, ki kodirajo posamezne 
fragmente, organizirani v skupine. Vsaka skupina ima večje število različic za določen 
segment. Veliko število različic zapisov za en gen je posledica podvojevanja, mutacij in 
selekcij v poteku evolucije. Vsaka od različic enega segmenta se lahko rekombinira z vsako 
od različic drugega segmenta. Vmesni segmenti se izrežejo naprej na nivoju DNK in kasneje 
še na nivoju mRNA. Na koncu je proteinska molekula sestavljena kot enota. Mehanizma 
rekombinacije in somatskih mutacij zagotavljata ogromno raznolikost Ig molekul, ki je 
potrebna za učinkovit imunski odziv (Pascual in Capra, 1991). 
 
Slika 2: Skupine genov, ki kodirajo lokusa za lahko in težko verigo. V predstavlja variabilno regijo, J predstavlja 
povezovalni segment, C predstavlja konstantno regijo in D predstavlja hipervariabilni segment (prirejeno po 
Mcdonell, 2015). 
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2.3   MONOKLONSKA PROTITELESA 
Najpomembnejša publikacija na tem področju je zagotovo članek Köhlerja in Milsteina iz leta 
1975, ki je bila citirana kar 16 000-krat (po podatkih PubMeda-a) in rezultat katere je bila tudi 
podelitev Nobelove nagrade 1984 za fiziologijo in medicino. Ta preprosta in izjemno 
elegantna študija je povzročila vzpon prvih mišjih monoklonskih protiteles in je imela 
izjemen vpliv na proizvodnjo protiteles kot terapevtskih in diagnostičnih reagentov. Zanimivo 
je da Kohler in Milstein nista patentirala te tehnologije in tako omogočila še hitrejši razvoj.  
Monoklonska protitelesa so bila sprva razvita kot orodje za preučevanje imunskega sistema, 
saj je velika količina zelo specifičnih protiteles omogočala ponovljive meritve in rezultate. 
Njihova uporaba je sedaj tako vsestranska, da je težko podati vse vidike njihove dejanske in 
potencialne uporabe. Eno večjih področij so serološki testi. V teh testih se določa antigene in 
protitelesa- in mAb so orodje za detekcijo. Drugo veliko področje uporabe monoklonskih 
protiteles je za bazična in klinična imunologija. To obsega opredelitev tkivnih, krvnih in 
tumorskih celic. S protitelesi lahko odkrijemo specifične antigene na membranah celic, ki so 
značilni za določene tipe celic, ali pa antigene, značilne za celice v določeni stopnji 
diferenciacije. Najpomembnejše je pa seveda uporaba monoklonskih protiteles za direktno 
diagnostiko pri človeku in za zdravljenje. Z radioaktivno zaznamovanimi monoklonskimi 
protitelesi lahko lokaliziramo tumorje, odkrijemo lahko vaskularne in degenerativne lezije. 
Monoklonska protitelesa so se tudi že dodobra uveljavila pri imunskem zdravljenju raka 
(Garcia Merino, 2011). 
3   HIBRIDOMI IN KLASIČEN POSTOPEK PRIDOBIVANJA 
Köhler in Milstein  sta proizvedla hibridome in sicer s fuzijo mišjih limfocitov B in mišjih 
mielomskih celic. Nastali hibridomi so sposobni proizvajati protitelesa v pogojih in vitro zelo 
dolgo časa oziroma neskončno dolgo, če so hibirodmi stabilni in optimalno gojeni. Ključni 
dejavniki za uspešno produciranje monoklonskih protiteles so vzbuditev celic B, specifičnih 
za nek Ag v miškah, pretvorba teh celic v nesmrtne celice, sposobne rasti v in vitro pogojih, 
ter selekcija tistih hibridomov, ki izražajo za Ag specifična Ab. Postopek se začne s 
ponavljajočim vbrizgavanjem antigena v miško (imunizacija miši) in ko je dosežen dober 
imunski odziv izoliramo celice iz njene vranice. Celice vranice (med njimi tudi celice B, ki 
lahko proizvajajo protitelesa) imajo le omejeno življenjsko dobo v kulturi in vitro in ključno 
odkritje Kohlerja in Milsteina je bilo, da sta naredila fuzijo celic, ki izločajo protitelesa (celice 
iz vranice imunizirane miške) s celicam, ki lahko v kulturi rastejo v neskončno dolgo, to so 
bile mielomske mišje celice. Fuzijo celic sta izvedla z virusom Sandai, ki je omogočil zlitje 
plazemskih membran, pri čemer so naključno nastale hibridne celice z dvema ločenima 
jedroma – heterokariont. Po večjem številu delitev, pri katerih se izgublja različno število 
kromosomov, se taka hibridna celice stabilizira ali pa odmre. Tak hibridom ima kromosome 
obeh staršev. Dobljene hibridome sta selekcionirala v mediju HAT (hipoksantin, aminopterin, 
timidin). Ta izbrani sistem selekcije izrablja prisotnost ali odsotnost encima HGPRT 
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(hipoksantin gvanin fosforibozil transferaza). Mielomske celice ne vsebujejo encima HGPRT, 
zato v mediju odmrejo, kljub temu, da so izjemno prilagojene na preživetje v pogojih in vitro. 
Limfociti sicer vsebujejo HGPRT, vendar vseeno odmrejo zaradi omejene življenjske dobe v 
pogojih in vitro. Tako preživijo le hibridomi, ki so podedovali HGPRT od vranične celice in 
sposobnost preživetja v pogojih in vitro od mielomske celice in se hitro razmnožujejo (Köhler 
in Milstein, 1975). V naslednjih korakih še z različnimi metodami (najpogosteje pa s testom 
ELISA) detektiramo, kateri hibridomi sintetizirajo mAb z želenimi lastnostmi. Take celice še 
kloniramo, da dobimo prave monoklone in jih gojimo ter iz medija osamimo mAb. 
 
Slika 3: (a) Generiranje hibridomskih celic z zlitjem mišjih mielomskih celic s celicami izoliranih iz vranice. (b) 
Po selekciji v mediju HAT, posamezne celice kloniramo in testiramo za proizvajanje monoklonskih protiteles 
(ponavadi z ELISO).Vsak posamezen klon proizvaja samo ena monoklonksa protitelesa (prirejeno po Mcdonell, 
2015). 
3.1   IZBOLJŠAVE  FUZIJE 
Čeprav je klasična metoda gojenja hibridomov v načelu elegantna, je v praksi izredno težavno 
delo. Vsaka fuzija daje stotine hibridomov, ki jih po več tednih kultiviranja ločimo za klonsko 
razmnoževanje in jih vzgajamo še nekaj tednov, preden lahko preizkusimo njihove 
supernatante glede na prisotnost specifičnih protiteles. Ko smo izbrali kandidatne hibridome, 
jih preizkusimo ali so protitelesa, ki jih izdelujejo v resnici specifična za antigen, ki smo ga 
uporabili za imunizacijo. Prav zaradi te zamudnosti so se pojavile številne nove metode, s 
katerimi se skrajša čas, poveča specifika in afiniteta, olajša postopek izolacije in podobno. 
 
Za izboljšanje prvotnega koncepta so bile kasneje vzpostavljene nove hibridomske 
tehnologije. Tehnologija pearl-chain uporablja električno polje. Mielomske celice in celice 
vranice tvorijo enojno plast na površini elektrod. Elektrode povzročijo nastanek električnega 
polja, ki povzroči zlitje celic. Ta metoda je zagotovo povečala učinkovitost fuzije, vendar 
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vseeno ni preprečila nastanka nespecifičnih hibridomov ( npr mielomska-mielomska celica). 
Tudi pri fuziji vranične celice z mielomsko, ni bilo mogoče nadzorovati fuzije samo željenega 
B limfocita z mielomsko celico (Zimmermann, 1982). 
 
Naslednjo izboljšavo je prinesla uporaba laserja. Pod mikroskopom s pomočjo laserja 
(trapping laser) premaknemo limfocit tako, da pride v stik z mielomsko celico. Kontaktno 
površino limfocita in mielomske celice nato obsevamo s pulznim laserskim žarkom. Tak 
postopek ima prednosti, ker natančno kontroliramo fuzijo med celicami. Vendar, ker poteka 
ročno in traja več časa, še prej pa je treba izbrati za Ag specifične celice B (Ohkohchi in sod., 
2000).  
 
Slika 4: Izboljšava fuzije z uporabo laserja (prirejeno po Tomita in Tsumoto, 2011). 
3.2  PREDHODNA SELEKCIJA CELIC B- DA PRIDE DO USMERJENE FUZIJE Z 
DOLOČENIMI CELICAMI B 
Da bi dosegli selektivno fuzijo željenega limfocita B z mielomsko celico, je bila razvita nova 
tehnologija, prvič so jo opisali Lo in sod. 1984. Celice B na svoji površini izražajo 
imunoglobulinske receptorje z enako antigensko specifiko kot izločena protitelesa. Če se 
antigen veže na te imunoglobilinske receptorje stimulira proliferacijo in diferenciacijo celice 
B. Lo in sodelavci so poročali o selektivni visoko afinitetni interakciji antigena s površinskimi 
receptorji celic B, za lažjo adherenco na mielomske celice. Antigen, ki je kovalentno vezan na 
avidin, se veže na receptorje celic B. 
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Slika 5: Selektivna fuzija z uporabo avidin-biotin kompleksa (prirejeno po Tomita in Tsumoto, 2011). 
 
Nastali kompleks celica B-antigen-avidin se veže na biotin, ki je kovalentno vezan na 
mielomsko celico. Intenzivno električno polje potem povzroči, da se zlijejo celice, predhodno 
povezane preko biotin-avidina. Tehnika je bila uporabljena z več antigeni in vsi hibridomi so 
izločali ustrezna protitelesa z visoko afiniteto. Tehnika je pokazala številne prednosti. Kot 
rezulatat nastanejo zelo specifična protitelesa večinoma IgG tipa. Specifičnost te tehnike 
olajša nadaljno presejanje (screening). Najpomembneje pa je, da večinoma vsi hibridomi 
proizvajajo željena protitelesa (Lo in sod., 1984). 
4  SODOBNE TEHNOLOGIJE PRIDOBIVANJA MONOKLONSKIH PROTITELES 
4.1  TEHNOLOGIJA FAGNEGA PRIKAZA 
Ena izmed pomanjkljivosti klasične hibridomske tehnologije je, da pri njej nastajajo mišja 
monoklonska protitelesa, ki so za človeka tuja beljakovina in zato so imunogena, posledica pa 
je tvorba protiteles proti mišjim mAb (human anti-mouse antibodies, HAMA). Pojavilo se je 
več tehnik, ki omogočajo, da pripravimo mišja protitelesa z nizko imunogenostjo, kot so 
himerna (Perrotte in sod., 1999), humanizirana (Adams in sod., 2006) in deimunizirana (De 
Groot in sod., 2005) protitelesa. V zadnjem času pa so se pojavile tehnologije za razvoj 
popolnoma humanih protiteles z uporabo transgenih mišk (Lonberg, 2008) in fagni prikaz 
(Bradbury in sod., 2011). Taka protitelesa imajo aminokislinske sekvence enake kot jih imajo 
protitelesa človeškega izvora in imajo zato tudi nižjo raven imunogenosti kot protitelesa miši 
ali drugih živali.  
4.1.1  M13 filamentozni bakteriofag  
Večina tehnologij fagnega prikaza uporablja filamentozni Bakteriofag M13 (Petrenko in 
Vodyanoy, 2003). Kot tudi drugi bakteriofagi je M13 sestavljen iz proteinske kapside in in 
fagne DNK. Kapsida je sestavljena iz približno 2700 kopij glavnega plaščnega proteina pVIII, 
ki tvorijo cilindrični del faga in še nekaj kopij manjših plaščnih proteinov (pI, pVI, pVII, 
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pIX), te ki tvorijo konce faga. Znotraj proteinske kapside je enoverižna krožna DNK. Ta 
kodira pet kapsidnih beljakovin, kot tudi proteine, ki so potrebni za pomnoževanje in 
sestavljanje bakteriofaga.  
 
Infekcija E. coli z bakteriofagom M13 se začne s pritrditvijo faga na bakterijo preko 
interakcije med pIII plaščnim proteinom in F pilusom bakterije (Karlsson in sod., 2003). 
Znotraj bakterije se fagna DNK začne podvojevati in geni se začnejo izražati. Bakteriofag 
M13 nima litičnega cikla, kar pomeni, da na novo nastali fagi zapustijo bakterijo brez, da bi jo 
lizirali (čeprav pri okuženih bakterijah opazimo počasnejšo rast) (Dai in sod., 2008). 
Posledično lahko bakteriofage M13 uporabimo kot knjižnice protiteles. Bakteriofagi M13 so 
tudi zelo stabilni in odporni na visoke temperature, dolgotrajno skladiščenje, izsuševanje in 
tudi obdelave z razkužili. Zato so protitelesne fagne knjižnice lahko shranjene zelo dolgo in 
obdržijo stabilnost (Bradston in sod., 2013).  
 
Slika 6: Razvojni krog Bakteriofaga M13 (prirejeno po Rakonjac in sod., 2017). 
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4.1.2  Prikaz protiteles na M13 bakteriofagih  
Protitelesa so velike kompleksne beljakovine z veliko podenotami in večjim številom 
disulfidnih vezi, zato niso primerna za izražanje v prokariontskih ekspresijskih sistemih. Za 
tehnologijo fagnega prikaza so zato primernejši manjši deli protiteles kot so scFv (single 
chain fragment variable) ali pa  Fab (fragment antigen-binding). Molekule Fab imajo 
sposobnost, da tudi ob pretvorbah v celotno imunoglobulinkso molekulo (in obratno) ohranijo 
svojo vezavno aktivnost. Pri molekuli scFv pa je pomembna tudi njena orientacija. Zato lahko 
pri pretvorbah iz scFV do IgG to vpliva na njeno vezavo do antigena (Groves in sod., 2006). 
 
Deli protiteles so ponavadi prikazani na M13 bakteriofagih in sicer so geni vstavljeni tako, da 
se protitelesni deli izražajo na N koncu plaščnega proteina pIII. Tipičen potek tehnologije 
fagnega prikaza se začne s pomnoževanjem genov težke in lahke verige človeškega 
protitelesa in konstrukcijo rekombinantnih fagnih plazmidov. Ko se rekombinantni plazmidi 
transformirajo v E. coli, se začne njihova replikacija in prevajanje. Dobljeni proteini se potem 
začnejo sestavljati v fage, pri čemer se ciljno monoklonsko protitelo prikaže na površini 
plaščnega proteina. Ta sistem običajno proizvaja fage, ki nosijo ciljno protitelo, ampak v 
nizkem razmerju. V drugem sistemu uporabimo tudi pomožni fag, ki vsebuje pomožni 
plazmid plazmid. S tem sistemom dobimo fage, ki nosijo protitelo v višjem razmerju (Rondot 
in sod., 2001).  
 
Deli protiteles, izraženi v E. coli, se v glavnem izločajo v periplazmo in jih je treba od tam 
ekstrahirati. Vendar pa je večje formate protiteles pri bakterijah zelo težko izraziti, če se sploh 
lahko izrazijo. Poleg tega pomanjkanje sistemov za glikozilacijo omejuje njihovo uporabo. 
 
Slika 7: Shema poteka tehnologije  fagnega prikaza (prirejeno po Ledsgaard in sod., 2018). 
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4.2  PROIZVODNJA PROTITELES V SESALSKIH CELICAH 
Čeprav sesalske celične kulture veljajo za drage, se v njih proizvaja večina rekombinantnih 
proteinov, med njimi tudi protitelesa. Za sesalske celične kulture so se večinoma odločali 
predvsem zaradi proizvodnje kvalitetnih produktov, najpomembnejši kriteriji kvalitete pa so 
ustrezna glikolizacija, ter pravilno zvijanje in sestavljanje. V zadnjem desetletju pa so 
sesalske kulture napredovale tudi pri povečanju donosnosti, tako postajajo vedno bolj 
konkurenčne mikrobnim ekspresijskim sistemom tudi iz komercialnega vidika. Za produkcijo 
mAb se uporabljata večinoma dve liniji CHO (celice ovarija kitajskega hrčka) in NS0 (celice 
iz mieloma miši). Do leta 2017 je bilo skoraj četrtina vseh odobrenih mAb na trgu 
proizvedenih z uporabo gostiteljske celične linije NS0, približno dve tretjini pa je bilo 
proizvedenih v celicah CHO (Kunert in Reinhart, 2016). 
 
Izbira gostiteljske celične linije je ključnega pomena za bioproizvodnjo zaradi številnih 
zahtev: posttranslacijske modifikacije in glikozilacijski vzorci morajo zagotoviti nizko 
imunogenost nastalega protitelesa, gostiteljske celice morajo biti primerne za gojenje v 
velikem volumnu, izpolnjene morajo biti zahteve glede virusne varnosti in celična linija mora 
biti primerna za selekcijo s postopki celičnega kloniranja  (single cell cloning, SSC).  
 
Celice CHO so, zaradi svoje zmožnosti rasti do visoke celične gostote, sposobnosti za gensko 
manipulacijo, podobnosti vzorcev N-glikana, ter majhnega tveganja za prenos človeških 
virusov, primerne za proizvodnjo mAb v bioreaktorjih. Začetni sev CHO, iz katerega izvira 
večina pod (sub) sevov, je bil izoliran že v petdesetih letih prejšnjega stoletja (Butler in 
Meneses-Acosta, 2012). 
 
Na Sliki 8 lahko vidimo shematski prikaz razvoja celične linije za produkcijo monoklonskih 
protiteles, kjer si sledijo naslednji koraki: a) transfekcija celic in selekcija: razvoj linije se 
začne s pripravo ekspresijskega vektorja, ki se ga vnese v gostiteljske celice (transfekcija); 
sledi uporaba enega ali več selekcijskih korakov, da odmrejo celice, ki niso stabilno vgradile 
ekspresijskega vektorja; rezultat je velik nabor raznolikih preživelih celic, odvisno od 
”strogosti” selekcije. b) SSC in screening (presejanje): izvede se SSC in več ciklov 
presejalnih testov, da izberemo klone z visoko ekspresijo; rezultate se potrdi z gojenjem celic 
v vedno večjih volumnih in spremljanjem nastalega produkta (Al-Rubeai, 2012). 
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Slika 8: Shema razvoja celične linije za produkcijo monoklonskih protiteles (prirejeno po Jostock, 2011). 
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4.3  PROIZVODNJA V TRANSGENIH RASTLINAH 
Tehnologija pridobivanja mAb s pomočjo transgenih rastlin postaja vedno bolj zanimiva, 
zlasti, ker so potrebne vedno večje količine protiteles. Povečanje proizvodnje v tem 
ekspresijskem sistemu je lažje doseči v primerjavi z drugimi sistemi, kot na primer v kulturi 
celic sesalcev, kjer povečanje obsega procesa vodi do eksponentnega povečanja proizvodnih 
stroškov. Teoretično so stroški protiteles izraženih v rastlinah, le 1-10% v primerjavi z 
ekspresijo v sesalskih celicah (Donini in Marusic, 2019). 
 
Generacijo gensko spremenjenih rastlin se pridobi predvsem s prenosom genov s pomočjo 
Agrobacterium tumefaciens. Po integraciji T-DNK v genom gostitelja z nehomologno 
rekombinacijo, lahko rastline regeneriramo iz transformiranih koškov rastline (Bandurska in 
sod., 2016). Ker je za tak postopek potrebnega veliko časa za transformacijo in posebni 
regeneracijski protokoli, so bili razviti prehodni ekspresijski sistemi. Prehodno izražanje 
protiteles v rastlinah je mogoče doseči z uporabo virusnih vektorjev. Glavna težava tega 
pristopa je nizka infektivnost s takimi prenašalci. Zato je bil prenos z- A. tumefaciens združen 
z visokim prenosom. Ta sistem je bil uporabljen za izražanje monoklonskih protiteles v 
Nicotiana benthamiana z do 0,5 g / kg sveže teže (Giritch in sod., 2006). 
 
Ena glavnih težav, ki jo morajo znanstveniki premagovati pri produkciji monoklonskih 
protiteles, je razlika v glikozilaciji med sesalci in rastlinami. Čeprav v rastlinah poteka 
kompleksna glikozilacija, lahko razlike v vzorcih glikozilacije zlasti pri β1,2-ksilozi in α1,3-
fukozi, privedejo do imunogenosti protiteles. Zato so bile razvite različne strategije za 
izražanje protiteles, ki imajo vzorec glikozilacije bolj podoben sesalcem. Prva je zadrževanje 
beljakovin v endoplazmatskem retikulumu, kar privede do nastanka N-glikanov. Drugi pristop 
je uporaba »gliko« rastlin, v katerih je modificirana N-glikozilacija (Frentel in sod., 2013). 
 
Največ rastlinskih protiteles je pridobljenih v tobaku (N. tabacum ali N. benthamiana), vendar 
obstajajo tudi sistemi pridelave v Lemna minor, riževih celicah, semenih Arabidopsis 
thaliana, Medicago sativa (lucerna), zeleni solati in koruzi. Protitelo 2G12 za nevtralizacijo 
virusa HIV-1 je bilo izraženo v endospermu koruze in je imelo podobne ali celo boljše 
nevtralizacijske lastnosti kot njegov sorodnik, pridobljen v celični kulturi CHO (Frentel in 
sod., 2013).  
 
Poleg transfekcije ali preoblikovanja celih rastlin ali vsaj organov so razvili celične linije 
tobaka BY-2, ki rastejo v suspenziji. Pretočna citometrija je bila uporabljena za obogatitev 
celic, ki izražajo fluorescentni marker, ki je bil nameščen na istem T-DNA, kjer je bil tudi gen 
za protitelesa. S to metodo za obogatitev celic z visoko ekspresijo je bilo mogoče povečati 
proizvodnjo do 13-krat, stabilna pa je bila od 10-12 mesecev. (Kirchhoff in sod., 2012) 
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Tehnologija produciranja monoklonskih protiteles z rastlinami je zelo perspektivna, vendar se 
do zdaj noben od teh izdelkov še ni pojavil na trgu, kljub ocenjenemu dramatičnemu 
zmanjšanju proizvodnih stroškov. V kliničnih študijah pa naj bi bili do sedaj vsaj dve 
terapevtski protitelesi. Številka se bo v prihodnje verjetno le še povečala. 
5 PRIMERJAVA SODOBNEJŠIH METOD PRIDOBIVANJA S KLASIČNO 
Preglednica 1: Primerjava sodobnejših metod pridobivanja s klasično 
6 ZAKLJUČEK 
Povpraševanje po monoklonskih protitelesih se neprestano povečuje. Trg naj bi bil leta 2027 
vreden kar 350 milijard ameriških dolarjev. To pa bo vplivalo na povečanje proizvodnje 
protiteles na eni strani in na tehnološki napredek na drugi. Danes celične linije sesalcev 
predstavljajo najbolj razširjen ekspresijski sistem za proizvodnjo rekombinantnih 
monoklonskih protiteles. V razvoju je vse več tudi drugih ekspresijskih sistemov, ki celo 
proizvajajo protitelesa z vzorci glikozilacije, ki za človeka niso imunogena. Poleg tega obstaja 
več aplikacij, pri katerih vzorec glikozilacije ne igra kritične vloge, na primer pri in vitro 
diagnostiki ali v raziskavah. Zato lahko uporabimo bakterije, kvasovke, nitaste glive in celice 
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žuželk, da znižamo proizvodne stroške teh izdelkov. Načeloma imajo transgene rastline in 
živali največji potencial za postopke povečevanja donosnosti s teoretično neomejenimi 
količinami proizvodnje. Fagni prikaz je danes zelo razširjena metoda za razvoj fragmentov 
protiteles, kot sta scFv ali Fab. Gostitelj, uporabljen v tej tehnologiji, je bakterija E. coli, ki je 
znana kot najbolje gensko preučen organizem, ki zagotavlja velik nabor molekularno 
bioloških orodij za gensko inženirstvo. Z uporabo fermentacije pri visoki celični gostoti je 
lahko izkoristek do 1–2 g / L, odvisno od fragmenta posameznega protitelesa. Za učinkovito 
zmanjšanje proizvodnih stroškov lahko uporabimo transgene rastline, saj se lahko produkcija 
enostavno razširi brez velikega povečanja stroškov. Najpomembnejša ovira metodologije 
transgenih rastlin so zaključni procesi, saj je potrebno predelati tone rastlinskega materiala.  
 
Načeloma ne obstaja univerzalni proizvodni sistem, ki bi lahko zagotovil visoke donose 
monoklonskih protiteles, vsak ekspresijski sistem ima svoje prednosti in slabosti. 
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